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domain containing protein 1 (以下 CDCP1) は膵癌で高発現を認め、その発現
レベルは生命予後と関連すると報告されている I 型膜貫通蛋白である。本研究
では EMT を誘導する種々のサイトカインを用いた刺激実験から CDCP1 発現
誘導因子を検討し、膵癌細胞から CDCP1 ノックダウン細胞を樹立することに
よって CDCP1 の機能解析を行った。検討の結果、膵癌細胞において CDCP1 が
bone morphogenetic protein 4 (以下 BMP4) によって ERK 経路依存性に誘導
されることが見いだされた。CDCP1 ノックダウン細胞を用いた検討では




が、CDCP1 ノックダウン細胞では BMP4 刺激による E-cadherin 発現低下は認
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められず、CDCP1 は BMP4 による EMT 誘導において重要な役割を果たして
いることが明らかとなった。また、膵癌細胞に EMT を誘導することが判明して




経路が膵癌細胞の EMT 誘導に重要であることが判明した。さらに、CDCP1 ノ
ックダウン細胞を PSC-CMで刺激した場合には細胞遊走能の亢進は認められず、
CDCP1 は IL-6 /STAT3 経路の下流で EMT を制御していると考えられた。本研
究によって、膵癌細胞における CDCP1 発現の EMT への関与、PSC-CM によ
る IL-6 /STAT3 経路を介した EMT 誘導機序が明らかとなった。これらの知見
は膵癌における EMT 誘導機序の解明の一助となり新たな診断、治療の開発につ
ながる可能性がある。 




α-SMA：α-smooth muscle action 
BMP4：bone morphogenetic protein 4 
CDCP1：CUB-domain containing protein 1 
DAB：diaminobenzidine 
DMEM：Dulbecco’s modiﬁed Eagle’s medium 
DMSO：dimethylsulfoxide 
EGF：epidermal growth factor 
ELISA：enzyme linked immunosorbent assay 
EMT：epithelial to mesenchymal transition 
ERK：extracellular signal regulated kinase 
FGF：ﬁbroblast growth factor 
HGF：human hepatocyte growth factor 
IL-1：interleukin-1 
IL-6：interleukin-6 
JNK：c-jun N-terminal kinase 




NFκB：nuclear factor kappa B 
PBS：phosphate-buffered saline 
PDGF：platelet derived growth factor 
PKCδ：protein kinase C δ 
PSC：pancreatic stellate cell 
PSC-CM：pancreatic stellate cell condition medium 
p38 MAPK：p38 mitogen activated protein kinase 
RT-PCR：reverse-transcription polymerase chain reaction 
STAT3：signal transducer and activator of transcription 3 

















CUB-domain containing protein 1 (以下 CDCP1) は、膵癌、乳癌、腎癌、肺
癌、胃癌、大腸癌などの種々の固形癌で高発現を認め、切除標本を用いた検討で
は、その高発現は膵癌の予後不良因子であると報告されている 7。CDCP1 は細
胞膜表面に位置する I 型膜貫通蛋白であり、SIMA135、gp140、Trask などの名
称でも知られている 8。CDCP1 は 836 個のアミノ酸から成り、3 つの CUB-
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domain から構成される細胞外ドメインと膜貫通部、および 5 つのチロシン残基
を含む細胞内ドメインによって構成されている 8, 9。完全長の CDCP1 は通常
135kDa の分子量を持つが、プラスミン等のセリンプロテアーゼによって細胞外
ドメインが切断され 75kDa の活性型となる。アポトーシス関連蛋白である
protein kinase C (PKC)δ は活性型 CDCP1 の C 末端ドメインのチロシン残基に
動員され、Src キナーゼによってリン酸化される。リン酸化された CDCP1/ Src/ 
PKCδ 複合体は AKT 経路を活性化させ、胃癌、肺癌、腎癌細胞における細胞生
存、細胞遊走、低酸素耐性に関与している 10-13。しかしながら、CDCP1 の膵癌
における分子生物学的な意義や EMT との関連は十分に解明されていなかった。 
 膵癌の病理学的特徴として、desmoplastic reaction と称される癌腺管周囲の
著明な線維化形成が挙げられるが、その形成には細胞外基質、活性化膵星細胞、
免疫細胞などが複雑に関与し、膵癌の悪性化に有利に作用している 14。膵星細胞 
(pancreatic stellate cell、以下 PSC) は、慢性膵炎や膵癌における線維化形成の
中心的役割を担う細胞であり、1998 年に Apte、Becham らによって初めて同定
された 15,16。PSC は様々な刺激によって活性化し、α-smooth muscle action（α-
SMA）陽性の筋線維芽細胞様形態を呈する活性化 PSC に形態変化する。活性化
PSC は血小板由来増殖因子（platelet derived growth factor、以下 PDGF)、形
質転換成長因子（transforming growth factor-β、以下 TGF-β)、単球走化性蛋白
7 
 




desmoplastic reaction の形成に寄与していると考えられている 17-20。近年 PSC
が膵癌の EMT 誘導に関与することが明らかとなったが、その機序は不明であ
り、膵癌-PSC 相互作用を検討することは膵癌の EMT 誘導機序の理解を深め、
新たな治療標的の創出につながる可能性がある 21。 
 私は膵癌細胞における EMT 誘導機構の解明を目的として CDCP1 に着目し、
CDCP1 の誘導因子の探索と機能解析を行い、EMT 誘導への関与を検討した。








1. 膵癌細胞における CDCP1 誘導因子の同定 
2. 膵癌細胞における CDCP1 の機能解析と EMT 誘導への関与の検証 




3-(4,5-Dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) は、
同仁化学研究所 (熊本)より購入した。組換えヒト BMP4 と組換えヒト TGF-β
は、 R&D Systems  (Minneapolis, MN, USA)より購入した。組換えヒト肝細
胞増殖因子（hepatocyte growth factor、以下 HGF), IL-6、線維芽細胞増殖因子
（ﬁbroblast growth factor、以下 FGF) 、上皮成長因子（epidermal growth 
factor 、以下 EGF) は Life Technologies (Carlsbad, CA, USA) より購入した。
これらのサイトカインは 0.1%ウシ胎児血清アルブミン添加リン酸緩衝液




Life Technologies より購入した。特異的 MEK 阻害剤の U0126 は、Merck (San 
Diego, CA, USA) より購入し、dimethylsulfoxide (DMSO) に溶解し、10μM の
濃度で使用した。特異的STAT3阻害剤のNSC74859はDMSOに溶解し、250µM
の濃度で使用した。IL-6 抗体は R&D Systems より購入し、PBS に溶解した
後に 0.1µg/ml の濃度で PSC-CM に添加し、37.0°C、5%CO₂存在下で 1 時間の
処理を行うことによって、IL-6 中和処理を行った。ゲムシタビンは和光純薬工
業 (大阪) より購入し、PBS に溶解して後述する濃度で培養液に添加して使用
した。ヤギ抗 CDCP1 抗体 は Abcam  (Cambridge, MA, USA)より購入した。
マウス抗 α-tubulin 抗体は  Sigma-Aldrich  (St. Louis, MO, USA) より購入
した。マウス抗E-cadherin抗体とマウス抗N-cadherin抗体 は、BD Biosciences  
(Bedford, MA, USA) より購入した。 ウサギ抗 ERK 抗体, ウサギ抗リン酸化
ERK 抗体, ウサギ抗 PKCδ 抗体, ウサギ抗 SRC 抗体, ウサギ抗 CDCP1 抗体、
ウサギ抗 AKT 抗体、ウサギ抗リン酸化 AKT 抗体、ウサギ抗 p38 MAPK 抗体、
ウサギ抗リン酸化 p38 MAPK 抗体、ウサギ抗 JNK 抗体、ウサギ抗リン酸化
SAPK/ JNK 抗体、マウス抗 IκBα 抗体、ウサギ抗 STAT3 抗体、ウサギ抗リン
酸化 STAT3 抗体、ペルオキシダー結合抗ウサギ抗体 は、Cell   Signaling   
Technology   (Beverly, MA, USA)より購入した。ペルオキシダー結合抗マウス




ヒト膵癌細胞株 Panc-1、AsPC-1、Suit-2 は American Type Culture 
Collection（Manassas, VA, USA）より購入した。不死化ヒト PSC、hPSC21-
S/T 細胞は胆管癌症例で膵頭十二指腸切除術を施行することによって得た切除
標本の癌浸潤のない正常膵組織から、既報の方法 15,22-24によってヒト PSC を分
離し、14 日間培養し細胞継代を行うことによって活性化を行った後に simian 
virus 40 (SV40) およびhuman telomerase reverse transcriptase (hTERT) を
遺伝子導入することによって樹立した 25。これらの細胞株およびその派生細胞




膵星細胞上清（pancreatic stellate cell’s condition medium; PSC-CM）は、 
前述の方法にて樹立した hPSC21-S/T 細胞を、サブコンフルエントの状態から
10%ウシ胎児血清添加 DMEM を培地として 37°C、5% CO₂存在下で 72 時間培
養を行うことにより得られた培養上清を用いた。上清は、Nalgene® bottle top 






4. 培養細胞からの RNA 抽出および cDNA 合成、定量的逆転写ポリメラーゼ連
鎖反応 
培養細胞からの RNA 抽出は、mirVana ™  miRNA isolation kit (Life 
Technologies) を使用し、 1µg の total RNA から Super Script®（Life 
Technologies）を用いて cDNA 合成を行った。実験手法は各々の添付のプロト
コールに従って行った。リアルタイム逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（real-time 
reverse-transcription polymerase chain reaction 、以下リアルタイム  RT-
PCR) は、増幅 DNA の検出に DNA に結合するインターカレーターである
SYBR Green® (Life Technologies) を用いた。ポリメラーゼ反応によって、合成
された二本鎖DNAに結合した SYBR Greenに特異的な励起波長光を照射して、
発生した蛍光強度を測定することによってPCR産物の生産量をモニタリングし
た。観測装置として StepOnePlus real-time PCR system (Life Technologies) を
用いた。使用したプライマー配列を以下に示す。 
GAPDH F; 5’-GGCGTCTTCACCACCATGGAG-3’ 
GAPDH R; ’-AAGTTGTCATGGATGACCTTGGC-3’ 
CDCP1 F; 5’-CTGAACTGCGGGGTCTCTATC-3’ 
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5. CDCP1 ノックダウン細胞の樹立 
膵癌細胞における CDCP1 の機能解析のために、CDCP1 ノックダウン細胞株
（Di-5 および Di-13）を作成した。CDCP1 ノックダウン細胞株は、ヒト CDCP1
遺伝子(コード配列；5’-GCAGCATTGACACATATCT-3’) を標的とする si-RNA
発現 pBAsi-U6 Neo DNA vector (Takara Bio Inc, 大津) を、膵癌細胞株 Panc-
1に遺伝子導入することによって樹立した。コントロール株であるPHU細胞は、




6. CDCP1 一過性ノックダウン 
CDCP1 一過性ノックダウンは、膵癌細胞株 AsPC-1 にリポフェクタミン
2000® （Life Technologies）を用いて CDCP1 に対する ON-TARGET plus 
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SMARTpool siRNA (Dharmacon, Chicago, IL, USA) を導入することによって
作成した。コントロール処理は同様の手順で、ON-TARGET plus Non-targeting 




6 穴細胞培養用プレートに 1 穴あたり 1×10³個の細胞を加え、10%ウシ胎児血













細胞遊走能を評価するために 8µm 孔 24 穴 BD FALCON Cell Culture Insert 
(BD, Franklin Lakes, NJ, USA) を用いた ツーチャンバーアッセイを行った。
細胞遊走能は 5000 個の細胞を上方のチャンバー内に加え、培養 24 時間後のセ
ルカルチャーインサートから遊走した細胞数を計測することによって評価した。
倍率 200 倍における顕微鏡下で、5 視野をランダムに選別し、遊走細胞数を測





5%CO₂存在下で 1 時間中和処理を行い、中和処理後の PSC-CM を下方のチャ
ンバー内に添加して実験を行った。阻害剤、中和抗体、PSC-CM を用いた実験
では、いずれも溶解する培地は 10%ウシ胎児血清添加 DMEM を用いた。 
 







11.  スフェロイドアッセイ 
スフェロイドアッセイは低接着性培養プレートである EZ-BindShut II 
(ASAHI TECHNO GLASS CORP, 東京) に各種の細胞をそれぞれ 100 個加え、
無血清培地に 10ng/ml の EGF、20ng/ml の FGF、2.75ng/ml のセレニウムを加








1.0µg/ml、10µg/ml）で 72 時間の処理を行った。培地は 10％ウシ胎児血清添加
DMEM とした。 処理後に 5µg/ml の MTT を各ウェルに加えて 37.0°C、5% CO
₂存在下で 2 時間培養後に 50µl/well の DMSO を加えて可溶化した。可溶化後





細胞を 150mM NaCl、50mM Tris-HCl、1% nonidet P40、0.5% sodium 
deoxycholate を含む細胞溶解液を用いて溶解し、回収した細胞抽出液を 4°C、
14000rpm で 10 分間遠心分離した。ブラッドフォード反応により蛋白質濃度を
定量後、等量の蛋白質を含む上清に泳動溶液  (1M Tris-HCl、 sodium 
dodesylsulphate、glycerol、bromphenolblue を含む) を加えて 70°C で 10 分
加熱し、電気泳動に供した。電気泳動は 4-12% ポリアクリルアミドゲル（Life 
Technologies）を用いて 150V で 45 分間行った。泳動後のゲルは Immobilon-P 
(Merck Millipore、Billerica、MA, USA) に転写後に、5% 脱脂粉乳を含むトリ
ス緩衝液 にてブロッキング処理を 30 分間行った。ブロッキング後、4°C で 1
次抗体との反応を 12 時間で行った。トリス緩衝液での 5 分間の洗浄を 3 回施行
後に、室温にて 1 時間 2 次抗体との反応を行った。使用した 1 次抗体および 2
次抗体は前述した特異抗体を用いた。特異バンドの検出には ECL western 
blotting detection reagents (GE Healthcare, Fairfield, CT, USA) を用いた。
特異バンドの定量化は Image J software (http://rsweb.nih.gov/ij/ondex.html) 
を用いたデンシトメトリー解析によって行った。 
 
14. 免疫染色と CDCP1 発現の予後に与える影響 
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streptavidin–biotin–peroxidase complex detection kit (Histoﬁne Kit, ニチレ
イバイオサイエンス, 東京) を用いて、添付文書に従って行った。パラフィン
包埋処理を行った切片に対して、脱パラフィン化処理、再水和処理を行った後に、
target retrieval solution (Dako, Clostup, Denmark) を用いて抗原賦活化処理
を行った。その後、0.3%過酸化水素水によりペルオキシダーゼブロッキング処
理を行った後に、10%ウサギ血清によるブロッキング処理を行った。1 次抗体と













15. ELISA 法による PSC-CM 中の IL-6 濃度の測定 
 PSC-CM 中の IL-6 濃度の測定は、ヒト  IL-6 ELISA キット  (Thermo 
scientific, Waltham, MT, USA) を用いた、サンドイッチ法による酵素結合免疫
吸着法（enzyme linked immunosorbent assay、以下 ELISA）によって添付文
書に従い行った。－80°C の条件下で凍結保存した PSC-CM を事前に室温で解
凍後、 付属の 96 穴プレート内に 50µl の希釈した PSC-CM を加え、ビオチン
標識した抗 IL-6 抗体との反応を室温で 2 時間行った。反応後、溶液を除去し洗
浄緩衝液でプレート内部を洗浄後、ホースラディッシュペルオキシダーゼを結
合させたストレプトアビジンを加えて 30 分間室温でインキュベートした。洗浄
後にペルオキシダーゼ発色基質（3, 3', 5, 5'-tetramethylbenzidine）を含む溶液
を添加し、30 分間室温で静置して発色を行った。IL-6 濃度は、発色反応を分光
吸光度計によって 450nm の吸光度を測定し、既知の濃度のヒト組み換え IL-6
を使用した検量線を作成することによって濃度を測定した。3 回の独立したサン





統計学的解析は JMP ソフトウェア (SAS Institute, Cary, NC, USA) を用い
て行った。各々の実験は少なくとも 3 回以上施行し、結果の再現性を確認した
うえで代表的な結果を示した。2 群間の比較は Student’s t-test を用いて行い、
p 値が 0.05 未満を有意水準と定義した。免疫染色を用いた CDCP1 発現の予後
に与える影響の検討では、無再発生存期間中央値および全生存期間中央値はカ
プランマイヤー法を用いて算出し、ログランク検定を用いて 2 群間の比較を行





1. 膵癌における CDCP1 発現 
正常膵組織および膵癌組織標本を用いた免疫染色を行い CDCP1 発現を検討
した。図 1A～C に示す通り、正常膵組織では CDCP1 発現は認められなかった
のに対して、膵癌組織では図 1D～F に示す通り腫瘍腺管に一致して CDCP1 の
発現が認められた。9 例の正常膵組織、42 例の膵癌組織に免疫染色を行ったが、
正常膵組織では CDCP1 は全例において陰性であったのに対して、膵癌では 42
例中、36 例（85.7%）に CDCP1 が陽性だった。癌による閉塞性膵炎を生じた部
位では膵管上皮における CDCP１発現は観察されなかった。免疫染色を行った
膵癌症例のうち、予後の解析が可能であった 35 例（CDCP1 陽性 26 例、陰性 9
例）に関して、CDCP1 発現の術後無再発生存期間、全生存期間に与える影響を
検討した（図 2）。対象の臨床的背景因子は表 1 に示した。無再発生存期間中央
値は CDCP1 発現陽性例で 581 日、CDCP1 発現陰性例は 246 日だった（ログ
ランク検定：p=0.095）。全生存期間中央値は CDCP1 発現陽性例で 473 日、






2. BMP4 による膵癌細胞株 Panc-1 の CDCP1 発現誘導 
TGF-β (10ng/ml)、BMP4 (50ng/ml)、IL-6 (20ng/ml)、HGF (20ng/ml) を培
養液に所定の濃度で添加し、膵癌細胞株 Panc-1 における 24 時間後の CDCP1 
mRNA 発現レベルを定量的 real time RT-PCR で、72 時間後の CDCP1 の蛋白
発現レベルをウェスタンブロッティングにて評価した。図 3A に示す通り、TGF-
β、BMP4、HGF 添加によって有意に CDCP1 mRNA 発現レベルが上昇し、特
に BMP4 において顕著であった。蛋白質レベルの誘導においても同様の結果が
示され、BMP4 による CDCP1 の発現誘導が確認された（図 3B）。次に特異的
MEK 阻害剤である U0126 を用いた阻害実験を行ったところ、U0126 存在下で
は BMP4 による CDCP1 発現誘導が有意に抑制され、膵癌細胞株 Panc-1 にお
いて、BMP4 による ERK 経路の活性化が CDCP1 発現誘導に関与することが示
された（図 3C）。 
 
3. CDCP1 発現抑制系における CDCP1 の機能評価 
膵癌細胞における CDCP1 の機能解析を目的として、膵癌細胞株 Panc-1 から
CDCP1 ノックダウン細胞株 Di-5 および Di-13、コントロール細胞株 PHU を樹
立した。図 4A および図 4B に示すとおり、mRNA レベルおよび蛋白レベルに





細胞では差を認めず CDCP1 発現強度は細胞増殖能に影響しなかった（図 3C）。
続いて、スクラッチアッセイおよびツーチャンバーアッセイによる細胞遊走能
の評価を行った（図 4D、図 4E）。スクラッチアッセイでは、間隙を作成してか
ら 24 時間後、48 時間後に PHU 細胞と比較して Di-5 細胞、Di-13 細胞におい
て遊走細胞数の減少を認め、ツーチャンバーアッセイにおいても有意に遊走細
胞数の減少が確認された。 




である E-cadherin と間葉系マーカーである N-cadherin の発現レベルをウェス




次いで、異なる膵癌細胞株の AsPC-1 細胞を用いて siRNA による CDCP1 の
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4. CDCP1 の癌幹細胞形質への関与 
次に CDCP1 ノックダウン細胞株を用いて、CDCP1 発現の癌幹細胞形質へ与
える影響を検討した。スフェロイドアッセイの結果、CDCP1 ノックダウン細胞
株の Di-5 および Di-13 では癌幹細胞形質の一つであるスフェロイド形成能が有
意に低下していた（図 6A）。さらに膵癌の標準治療薬であるゲムシタビンを用い
て、CDCP1 発現の化学療法感受性に対する影響を細胞生存アッセイにより検討










5. CDCP1 発現の BMP4 による EMT 誘導に与える影響 
CDCP1ノックダウン細胞株を用いてBMP4を所定の濃度で添加したところ、
図 7A に示すとおりコントロール株 PHU では BMP4 刺激にて有意に E-
cadherin の発現低下が認められたが、Di-5 細胞および Di-13 細胞では E-
cadherin の発現低下は認められなかった。ツーチャンバーアッセイによる細胞
遊走能の評価を行ったところ、図 7B に示すとおりコントロール株 PHU では
BMP4 刺激により有意に遊走細胞数が増加したが、CDCP1 ノックダウン細胞株
の Di-5 細胞および Di-13 細胞では遊走細胞数の有意な増加は認めなかった。こ
れらは、CDCP1 発現が BMP4 による EMT 誘導に重要な因子であることを示
す結果であった。一方、他の EMT 誘導因子である TGF-β を用いた刺激を行っ
たところ、CDCP1 ノックダウン細胞株においてもコントロール株と同様に E-
cadherin の発現低下が認められた（図 7C）。BMP4 による E-cadherin 抑制と
は異なり、TGF-β による E-cadherin 抑制は CDCP1 発現に依存しなかった。 
 
6. 膵癌細胞における PSC-CM により誘導されるシグナル伝達経路の解明 
PSC-CM によって膵癌細胞に誘導されるシグナル伝達経路を同定するために、
ウェスタンブロッティングによる検討を行った。膵癌細胞株 Panc-1 と Suit-2 を












7. PSC-CM による IL-6/ Stat3 シグナル活性誘導と細胞遊走能亢進効果 
 PSC がサブコンフルエントの状態から 72 時間培養後に採取した PSC-CM に
含まれる IL-6 濃度を ELISA にて測定したところ、9.6±0.29 ng/ml（n=3）の
IL-6 が含まれていることを確認した。10%FBS による培養では Panc-1 細胞、
Suit-2 細胞の両細胞株において STAT3 のリン酸化を認めず、組み換え IL-6 
20ng/ml による刺激では STAT3 のリン酸化が見られた（図 9A）。サブコンフル
エントに培養した膵癌細胞株 Panc-1 に PSC-CM による刺激を加え、経時的に




められたが、刺激 120 分においてもリン酸化は持続していた（図 9B）。 
 PSC-CM に IL-6 中和抗体を添加し、前処理を行ったところ、IL-6 中和処理を
行った PSC-CM刺激では無処理の PSC-CM刺激と比較して有意に Panc-1細胞
の STAT3 のリン酸化が抑制され、PSC-CM による膵癌細胞の STAT3 のリン酸
化には PSC-CM に含まれる IL-6 が関与することが判明した（図 9C）。 
 続いて、PSC-CM によって活性化される IL-6/ STAT3 経路が膵癌細胞に与え
る影響を解析する目的でツーチャンバーアッセイによる細胞遊走能の評価を行
った。IL-6/ STAT3 経路の阻害には IL-6 中和抗体、STAT3 阻害剤を用い、細胞
遊走能に与える影響を評価した。コントロールは 10%ウシ胎児血清添加 DMEM
とした。PSC-CM はコントロールと比較して有意に遊走細胞数を増加させたが、
IL-6 中和処理および STAT3 阻害処理を行った PSC-CM による遊走細胞数は低
下した（図 10）。以上の結果から、PSC-CM は膵癌細胞の IL6/ STAT3 経路の活
性化を介して細胞遊走能を向上させることが示された。 
 
8. CDCP1 ノックダウン細胞株を用いた PSC-CM 刺激実験 
最後に、PSC-CM による膵癌細胞における EMT 誘導に CDCP1 発現が影響
するかを検討した。CDCP1 ノックダウン細胞株 Di-5、Di-13 およびコントロー
ル株 PHU を用いて PSC-CM、10%ウシ胎児血清添加 DMEM を培養液に用い
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たツーチャンバーアッセイを行った。PHU では 10％ウシ胎児血清添加 DMEM
で培養した場合と比較して PSC－CM 培養によって有意に遊走細胞数の増加を
認めたが、CDCP1 ノックダウン細胞では PSC-CM 培養下においても遊走細胞
数の増加は認められなかった（図 11）。以上から、PSC-CM によって膵癌細胞に









ある。癌における EMT は浸潤・転移に関与し、EMT に関連する分子の異常発
現は種々の癌種における予後不良因子であることが明らかになっている 1,2,26。
私は CDCP1 発現が膵癌細胞における EMT に関わり、癌幹細胞形質にも影響を
与えることを明らかにした。近年、大腸癌から単離した遊走性癌幹細胞における
CD110 と CDCP1 発現は、転移臓器を規定する因子であることが報告され 27、
CDCP1 は癌治療における新たな治療標的として注目されている。CDCP1 を標
的とした分子標的療法は、in vitro、in vivo (マウスモデル) のレベルではすでに
有効性が報告され 28,29、今後の臨床応用が期待されている。 
  私は膵癌の EMT 誘導機序の解明を目的として、膵癌細胞における CDCP1 発
































 長年 CDCP1 の発現誘導因子は不明であったが、2012 年に Dong らによって
EGF/ EGFR/ ERK 経路依存性に CDCP1 発現が誘導されることが報告され 32、
本研究結果で明らかとなった BMP4 による CDCP1 誘導にも ERK 経路の活性
化が必要であった。BMP4 は膵癌細胞における EMT 誘導因子であり 33,34、
CDCP1 発現と EMT の関連性は、BMP4 による EMT 誘導機序に対する理解の
礎となるものと考えられた。本研究では、主要な EMT 誘導因子である TGF-β
と CDCP1 との関連性に関しても検討を行ったが、TGF-β は BMP4 と比較して
CDCP1 の発現誘導能は弱く、CDCP1 ノックダウン細胞を用いた検討では、
TGF-β 刺激による E-cadherin 発現抑制は CDCP1 ノックダウンにより影響を
受けなかった。TGF-β と BMP4 はともに ERK 経路を活性化することが報告さ
れているため 33、この結果は TGF-β と BMP4 によって制御される下流のシグナ
ル伝達経路の相違が関与するものと推察され、TGF-β は Smad2、Smad3 のリ
ン酸化を誘導し、Smad4 と複合体を形成することで標的遺伝子を制御するが、
BMP4 は BMP 受容体に結合し、リン酸化された Smad1、Smad5、Smad8 が
31 
 
Smad4 と複合体を形成する 35-37。CDCP1 発現の制御にこのようなシグナル伝
達経路の違いが与える影響については、今後さらなる検討が必要である。 




る膵癌細胞の EMT 誘導は 2010 年に Kikuta らによって初めて報告されたが、
その誘導機序は不明であった 21。本検討により、PSC-CM は癌の悪性化に関わ
る AKT、ERK、p38 MAPK、JNK、STAT3 の種々のシグナル伝達経路を同時
に活性化することを確認したが、この結果は PSC-CM による膵癌細胞の EMT
制御には複数の経路が関与している可能性を示唆している。しかし、PSC-CM に
は高濃度の IL-6 が含まれていることが確認され、PSC-CM の IL-6 中和処理や
膵癌細胞の STAT3 阻害処理は、PSC-CM による膵癌細胞の細胞遊走能亢進効
果を低下させた。これは IL-6/ STAT3 経路の活性化が PSC-CM による膵癌細胞
の EMT 誘導に重要であることを示している。実際、膵癌組織および正常膵組織
における IL-6 の発現レベルを RT-PCR および免疫染色で比較した報告では膵
癌組織における IL-6 発現が著明に増加することが示されている 38。また、膵癌




40,41、PSC は IL-6 分泌を介して STAT3 経路依存性に単核球を骨髄由来抑制細
胞に分化誘導し、膵癌の宿主からの免疫寛容をもたらすとの報告もあり 42 本検
討結果で示された PSC-CMによる IL-6/ STAT3 経路の活性化が膵癌患者の予後
不良原因のひとつである可能性がある。加えて膵癌細胞の EMT に関わることが
確認された CDCP1 発現と PSC-CM による EMT 誘導との関連についても検討
を行ったが、興味深いことに CDCP1 ノックダウン細胞では PSC-CM による刺
激を行っても遊走細胞の増加は認められなかった。このことは膵癌細胞の
CDCP1 発現を抑制することは膵癌細胞自体の腫瘍進展を低下させるのみなら
















に関与し、BMP4 によって ERK 経路依存性に発現誘導された。また、PSC-膵
癌細胞の相互作用において膵癌細胞での AKT、ERK、p38 MAPK、JNK、STAT3
のシグナル伝達経路の活性化を確認し、PSC-CM による EMT 誘導には膵癌細
胞における IL6/ STAT3 経路の活性化が重要であった。加えて、膵癌細胞におけ
る CDCP1 発現は PSC-CM による細胞遊走能増加に影響することを示した。本
研究成果は、膵癌における EMT 誘導機序の解明の一助となり、新たな診断法、
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図3A：各種サイトカインによるCDCP1発現誘導（real time RT-PCR） 
膵癌細胞株Panc-1を用いて、TGF-β (10ng/ml)、BMP4 (50ng/ml)、IL-6 
(20ng/ml)、HGF (20ng/ml) 刺激24時間後のCDCP1 mRNA発現レベルを定量
的real time RT-PCRにて検討した。TGF-β、BMP4、HGF添加によって
CDCP1 mRNA発現レベルが有意に増加したが、特にBMP4によって顕著であ






















































































































































































































 CDCP1 発現陰性（9 人） CDCP1 発現陽性（26 人） 
年齢、平均±標準偏差 59.0±15.8 64.0±12.1 
性別（男：女） 3：6 12：14 
術後化学療法有り、人（％） 8（88.8） 21（80.8） 
病期（UICC）、人   
 I:II:III:IV 0：8：0：1 1：19：0：6 
UICC：Union for International Cancer Control 
 
表2：本研究による新知見 
知見 1 CDCP1 発現誘導因子として BMP4 の同定。 
知見 2 BMP4 による CDCP1 発現誘導経路として ERK 経路の関与を同定。 
知見 3 膵癌細胞における CDCP1 発現の EMT への関与。 
知見 4 膵癌細胞における CDCP1 発現のゲムシタビン感受性、スフェロイド形成
能に与える影響。 
知見 5 BMP4 による E-カドヘリン制御には CDCP1 発現が関与する。 
知見 6 PSC-CMによる膵癌細胞の細胞遊走能亢進効果に対する IL-6/STAT3経路
活性化の関与。 
知見 7 PSC-CMによる膵癌細胞の細胞遊走能亢進効果には膵癌細胞のCDCP1発
現が影響する。 
 
 
